Cadida属真菌の細胞壁マンナンの構造と病原性への関与 by 柴田 信之 et al.
はじめに
真菌症は表在性真菌症，深部皮膚真菌症，深在性
真菌症の 3 つのカテゴリーに大別される．表在性真
菌症は trichophyton rubrum などが原因菌である
白癬，Candida albicans などによる表在性カンジダ
症，Malassezia furfur などによる皮膚マラセチア症
が主である．深部皮膚真菌症としては Sporothrix
schenckii によるスポロトリコーシス，Fonsecaea
pedrosoi などが原因菌種である黒色真菌症がある．
重篤な感染症である深在性真菌症には Candida
albicans な ど が 原 因 菌 種 と な る カ ン ジ ダ 症 ，
aspergillus fumigatus によるアスペルギルス症，
Cryptococcus neoformans によるクリプトコッカス
症，Mucor 属菌による接合菌症，Pneumocystis
jirovecii が原因菌種であるニューモシスチス感染症
などがある．
深在性カンジダ症は血液を介して脳，腎臓，心
臓，肺，肝臓など多数の臓器に感染病巣を形成す
る．これは糖尿病，好中球減少症，血液透析患者，
中心静脈栄養投与を受けている患者，広域スペク
トル抗生物質やステロイド剤の長期間投与を受け
ている患者，臓器移植のため免疫抑制剤の投与を
受けている患者，がん患者で放射線療法や抗腫瘍
剤の投与を受けている患者など，免疫能の低下し
た患者で感染症を発症しやすい．1）深在性カンジ
ダ症は増加傾向にあるがこれは免疫不全患者の増
加が第一の原因であり，さらに薬剤耐性菌の増加
も関係している．現在，アメリカにおける院内血
液感染症の第 4 位が Candida 属菌による感染症で
あり，アメリカでは Candida 血症が年間 1 万から 4
万症例発生しているが，その致死率は 45−75%と
非常に高い．ヒトに対して深在性カンジダ症を引
き起こす菌種は 17 種類以上報告されている．主な
原因菌種は C. albicans であり，深在性カンジダ症
の約 65％を占めているが，他の Candida 属菌種に
よる感染症が近年増加傾向にある．原因菌種とし
て C. albicans が占める割合はラテンアメリカでは
約 40%，ヨーロッパでは約 70％と地域によって異
なっている．2）日本，シンガポール，台湾では
Candida 血症において C. albicans は依然として最も
検出頻度の高い菌であるが，タイでは C. parapsilosis
と C. albicans が，マレーシアでは C. parapsilosis と
C. tropicalis が主な原因菌となっているなど，地域
によってその原因菌種に違いのあることが明らかに
なってきた．3）tsuchiya ら 4,5）は Candida 属菌を含
む真菌の細胞壁多糖抗原の解析を精力的に行い，
菌種に特異的な抗原の多数存在することを明らか
にし，菌種の分類・同定に利用可能であることを
示した．Candida 属菌の中でも病原性菌として生体
から検出されるのは主に C. albicans，C. tropicalis，
C. stellatoidea，C. parapsilosis，C. guilliermondii，
C. lusitaniae，C. glabrata，C. krusei である．6）真
菌の細胞壁はβ-1,3 グルカン，β-1,6 グルカン，キチ
ン，マンナンタンパク質，糖脂質，タンパク質な
どにより形成されている．この細胞壁は細胞の透
過性の障壁として，また各種の真菌に特徴的な形
態を維持するのに必須である．さらに，細胞壁は
細胞の最外層に存在することから，感染を引き起
こす場合，宿主との相互作用の最初の段階で関与
する分子でもあり，病原性解析および抗真菌薬開
発の目的で多くの研究グループによる細胞壁の研
究が進められている．
真菌細胞壁糖タンパク質の生合成
Candida 属菌の細胞壁最外層に存在するマンナン
タンパク質の生合成には数十種類の糖転移酵素が
関与しているが，N-結合型糖鎖形成の最初の段階
は真核細胞において共通の過程である．7）Fig. 1 に
示すように，まず小胞体でドリコールジリン酸に
結合して Man9GlcNac2 が形成される．その後グル
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コース転移酵素（alg6p，alg8p，alg10p）の作用
でグルコース 3 残基が結合し Glc3Man9GlcNac2 が
形成される．オリゴ糖転移酵素（Ostp）はこの構
造を認識し，新たに合成されたタンパク質のアス
パラギン残基にオリゴ糖鎖を en bloc 転移させ N-
結合型糖鎖が形成される．次にグルコシダーゼ
（Cwh41p，Rot2p）が作用することによりこの糖鎖
のグルコース 2 残基が除去されて N-結合型の
Glc1Man9GlcNac2 が形成される．このオリゴ糖鎖
を認識するレクチン様シャペロンタンパク質であ
るカルネキシン（calnexin）やカルレティキュリン
（calreticulin）によってタンパク質部分が正しく折
り畳まれると，さらにグルコース，マンノースが 1
残基ずつ除去されゴルジ体へと送られて行く．
酵母様真菌では OCh1 遺伝子にコードされたα-
1,6-マンノース転移酵素（Och1p）によってこの N-
結合型オリゴ糖鎖に多糖構造の主鎖となる最初の
α-1,6 結合マンノースが導入される．この反応が多
糖の生合成へと向かう最初のステップとなる．さ
らに数種類のα-1,6-マンノース転移酵素（Van1p，
Mnn9p，Mnn10p，Mnn11p，hoc1p，anp1p）が
働いてα-1,6 結合マンノースからなる主鎖が伸長し
ていく．この主鎖にα-1,2-マンノース転移酵素
（Mnn2p，Mnn5p）が作用することにより側鎖が伸
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Fig. 1.  biosynthesis of the N-linked Mannan of Candida Cell Wall
（a）biosynthesis of the N-linked oligosaccharide in the endoplasmic reticulum.（b）biosynthesis of the N-linked mannan in the Golgi apparatus.
長し，α-1,3-マンノース転移酵素（Mnn1p）も作用
して側鎖が形成される．Saccharomyces cerevisiae
の場合，マンナンの側鎖にはさらにα-1,3 結合マン
ノ二糖がリン酸基を介して結合している．この糖
鎖の形成にはマンノースリン酸転移酵素（Mnn4p，
Mnn6p）が関与している．
真菌細胞壁多糖の構造の多様性
C. albicans の細胞壁抗原多糖であるマンナンは，
α-1,6 結合マンノースからなる主鎖にα-1,2 結合マン
ノースやα-1,3 結合マンノースからなる側鎖を持つ
櫛型構造であるという点では S. cerevisiae のマン
ナンと基本骨格は同じである（Fig. 2）．この櫛型
構造のマンナンはα-1,6 結合を比較的選択的に切断
することのできる加酢分解（アセトリシス）8,9）に
よって側鎖構造をオリゴ糖へと断片化し，ゲルろ
過により分離した各オリゴ糖のメチル化 10,11）ガス
クロマトグラフィー−質量分析（GC-MS），NMR
分析などによる構造解析の結果を総合して全体構
造が決定されてきた．しかし，多糖の基本骨格が
異なる場合，その分析手法は大きく異なってくる．
C. neoformans の莢膜多糖であるグルクロノキシロ
マンナンはα-1,3 結合マンノースからなる主鎖に側
鎖としてグルクロン酸やキシロースが結合してい
るが，この場合アセトリシスでは側鎖を断片化で
きない．そこで過ヨウ素酸酸化で側鎖のみが分解
されることを利用して解析が行われている．a.
fumigatus や t. rubrum のガラクトマンナンも側鎖
のガラクトフラノース鎖は酸処理やアセトリシスに
不安定であり加水分解されてしまう．そのためガラ
クトフラノースが連続して結合する側鎖オリゴ糖を
分離する方法は確立されていない．しかし，メチル
化 GC-MS 分析，高分解能二次元 NMR などを組み
合わせることによって，ある程度，多糖のまま構造
を決定していくことができるようになってきた．
Candida属菌のマンナンにリン酸基を介して結合
するβ-1,2結合マンノオリゴ糖
S. cerevisiae のマンナンは側鎖にリン酸基を介し
てα-1,3 結合マンノ二糖が結合している．12）しか
し，C. albicans のマンナンにリン酸基を介して結
合しているのはβ-1,2 結合マンノオリゴ糖であっ
た．13）そしてこのβ-1,2 結合糖鎖が C. albicans のマ
ンナンの強い抗原性を担っていた．このβ-1,2 結合
マンノオリゴ糖の 1h NMR スペクトルは特殊なシ
グナルを示していた．一般に同じ結合様式で連続
するオリゴ糖鎖の各糖残基の h-1 シグナルは還元
末端糖残基以外は同じ化学シフト値を示すため，
オリゴ糖鎖が長くなるとそれとともに中間糖残基
に対応する 1 カ所の h-1 シグナル強度のみが比例
して強く現れてくる．α-1,2 結合マンノースの連続
するオリゴ糖の場合 5.28 ppm，α-1,3 結合マンノー
スの連続するオリゴ糖の場合 5.13 ppm，α-1,6 結合
マンノースの連続するオリゴ糖の場合 4.90 ppm の
シグナルのみが高くなってくる．しかし，このβ-
1,2 結合マンノースの連続するオリゴ糖は二糖から
七糖まで，長くなるに従ってそれぞれマンノース
残基の数だけ新たなシグナルが現れ，各オリゴ糖
で異なる化学シフト値を示していた．14）これらの
h-1 シグナルは糖残基内の h-1-h-2 相関を示す two-
dimensional 1h-1h-correlated spectroscopy（COSY）
とグリコシド結合を介した糖残基間の h-1-h-2の
nuclear Overhauser effect（NOE）を利用した two-
dimensional nuclear Overhauser effect spectroscopy
（NOESY）を組み合わせた連鎖帰属により，還元
末端マンノースの h-1 シグナルから非還元末端マ
ンノースの h-1 シグナルまで帰属することができ
た（Fig. 3，Fig. 4）．15）さらに total correlation
spectroscopy（tOCSY）解析で各環プロトンの帰
属を行い 1h NMR および 13C NMR シグナルの完全
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Fig. 2.  Structure of the Cell-Wall Mannan of S. cerevisiae
M denotes anα-d-mannopyranose residue. the acetolysis
cleaves theα-1,6-linkage of the mannan to produce side-chain
oligosaccharides.
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Fig. 3.  Sequential h-1-h-2 Connectivities of Mannose Residues of theβ-1,2-linked Mannooligosaccharide
（a）Mannotriose;（b）Mannotetraose;（C）Mannopentaose;（d）Mannohexaose. the right side of the diagonal shows COSY, and
the left side of the diagonal shows NOESY. Primed letters indicate interresidue h-1-h-2 NOE cross-peaks and unprimed letters the h-1-
h-2-correlated cross-peaks due to J-coupling. arrows indicate the direction of the sequential connectivity from the reducing terminal
residue to the nonreducing terminal residue.
Fig. 4.  1h NMR Spectra of theβ-1,2-linked Mannooligosaccharides（a）and their Corresponding alcohols（b）
（1）Mannobiose;（2）Mannotriose;（3）Mannotetraose;（4）Mannopentaose;（5）Mannohexaose;（6）Mannoheptaose. the capital
letters from a to G refer to the mannose residues from the reducing terminal.
帰属を行うことができた．16）同時期に Poulain ら
のグループ 17,18）もこのオリゴ糖シリーズの NMR
シグナルの完全帰属を行っている．これらの結果
から得られるマンノース残基間の NOE，β-1,2 結合
二糖のグリッドサーチによる低エネルギーコンホ
メーション解析，discover プログラムの amber の
力場を用いた 900 K の高温分子動力学シミュレー
ションから段階的に絶対 0℃付近まで温度を下げて
いくシミュレーテッドアニーリング法による低エ
ネルギーコンホメーション解析の結果，このオリ
ゴ糖シリーズがマンノース 3 残基で 1 回転するコ
ンパクトに折り畳まれたヘリックス様立体構造を
形成しているという結果が得られた（Fig. 5）．19）
Nitz ら 20）は化学合成したβ-1,2 結合五糖のプロピ
ル誘導体についてマンノース残基 n と n＋3 の間に
NOE を検出し，同様のヘリックス様立体構造を報
告している．これはα-1,2 結合マンノオリゴ糖が比
較的長く伸展したコンホメーションをとるのとは
大きく異なるものであり，この特徴的なコンホ
メーションがβ-1,2 結合マンノオリゴ糖の強い抗原
性に関与していると考えられる．
Candida属菌のマンナンの側鎖末端に存在するβ-
1,2結合マンノース
C. albicans マンナンが S. cerevisiae マンナンと大
きく異なる点の一つが側鎖に存在するβ-1,2 結合マ
ンノースの存在であるが，リン酸基を介して結合
するβ-1,2 結合マンノースの他にリン酸基を介さず
直接側鎖に結合する構造も存在していた．C.
albicans は 2 種類の血清型（血清型 a および b）
の存在することが知られているが，21）この血清型
の違いはリン酸基を介さず直接側鎖に結合するβ-
1,2 結合マンノースの存在によるものであった．22,23）
C. albicans 菌体をウサギに免疫して作成した抗 C.
albicans 血清は両血清型とも主にβ-1,2 結合マン
ノースに対する抗体を含んでいた．血清型 b のマ
ンナンでは，希酸加水分解でリン酸ジエステル結
合のみを切断しβ-1,2 結合マンノオリゴ糖を除去す
ると，この抗体との反応性が著しく低下したが，
血清型 a のマンナンでは大きな反応性の低下が見
られなかった．13）この違いは血清型 a のマンナン
の側鎖非還元末端にβ-1,2 結合マンノースが 1～3
残基結合する構造，Manβ1-［2Manβ1］n-2Manα1-
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Fig. 5.  Conformation analysis of theβ-1,2-linked Mannooligosaccharides
（a）Relaxed-residue steric energy map of theβ-1,2-linked mannobiose as a function of the Φ（h-1-C-1-O-1-C-2）and Ψ（C-1-O-1-C-2-
h-2）torsion angles.（b）Lowest energy conformers of theβ-1,2-linked mannohexaose obtained by simulated annealing from 900 K
molecular dynamics.
2Manα1-2Manα1-2Man（n＝0-2），が存在しこのβ-
1,2 結合マンノースが抗体と反応したことによるも
のであった．この側鎖構造の存在は血清型 a のマ
ンナンがα-マンノシダーゼ処理に抵抗性を示し，
多くの側鎖が分解されずに残ること，さらにα-1,6
結合を選択的に切断するアセトリシスを温和な条件
で行いフラグメント化して得られたオリゴ糖の 1h
NMR 解析で明らかとなった．24,25）マンナンの側鎖に
リン酸基を介さず直接結合するβ-1,2 結合マンノース
を含む構造は C. albicans 血清型 a24-27）の他には
C. tropicalis，28）C. guilliermondii，29）C. saitoana，30）
C. lusitaniae，31）C. glabrata 32）などで明らかにして
きたが，その全体構造はそれぞれの菌種に特徴的
なものであった（Fig. 6）．
糖鎖構造と 1H NMRシグナルの加成則
これまで得られたマンノオリゴ糖の構造と 1h
NMR の h-1 および h-2 シグナルの帰属結果をまと
めると，多糖の double quantum filtered（dQF）-
COSY もしくは tOCSY で得られる h-1-h-2 相関ク
ロスピークの位置を Fig. 7，その帰属結果を table
1 のように表すことができる．27）非還元末端のα-
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Fig. 6.  Structure of the Cell Wall Mannans of Candida Species
（a）C. albicans serotype a,（b）C. guilliermondii,（C）C. lusitaniae,（d）C. glabrata. M set in outlined type indicatesβ-d-
mannopyranose residue. these mannans contain theβ-1,2-linked mannose residues at the nonreducing terminal side of the side-chains as
well as at the phosphodiesterified oligosaccharide moiety.
A
B
C D
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Fig. 7.  tOCSY Spectrum of the Mannan of C. albicans
Serotype a
the boxed regions in the spectrum indicate the h-1-h-2-
correlated cross-peaks of theα- andβ-mannose residues in the
acid-stable polysaccharide moiety. the circled cross-peaks
correspond to theβ-1,2-linked mannose residues of the
phosphodiesterified acid-labile oligosaccharide side chains. the
broken- and continuous-line arrows indicate the shifts in the
cross-peaks caused by the addition of theβ-1,2-linked mannose
residues and theα-1,2-linked mannose residues, respectively.
table 1. assignments and additivity Rule of the NMR Signals of C. albicans J-1012 Mannan
Cross peak δ（p.p.m.) Residue a Cross-peak shifted by the addition of:（Δδof h-1/h-2)
h-1 h-2 Manβ1→2 Manβ1→2（Manβ1→2）n
1 5.55 4.21 Manβ1→2Manα1→phosphate 2（−0.01/−0.02)
2 5.54 4.19 Manβ1→2（Manβ1→2）nManα1→phosphate3 5.38 4.10 α1→2Manα1→3Manα1→2
4 5.29 4.10 Manα1→2Manα1→2
5 5.26 4.10 Manα1→2（Manα1→2）nManα1→26 5.24 4.10 α1→3Manα1→2Manα1→2Manα1→2
↑6
Manα1
7 5.14 4.07 Manα1→3 13（＋0.11/＋0.20) 14（＋0.08/＋0.18）
8 5.10 4.00 α1→6Manα1→6Manα1→6Manα1→6
↑2
Manα1（→2Manα1）n9 5.08 4.01 （→6Manα1→）n↑2
Manα1（→2Manα1）n10 5.05 4.07 Manα1→2 15（＋0.11/＋0.21) 16（＋0.10/＋0.19）
11 4.92 4.01 Manα1→6
12 4.91 4.00 Manα1→6（Manα1→6）nManα1→613 5.25 4.27 Manβ1→2Manα1→3 14（−0.03/−0.02）
14 5.22 4.25 Manβ1→2（Manβ1→2）nManα1→315 5.16 4.28 Manβ1→2Manα1→2 16（−0.01/−0.02）
16 5.15 4.26 Manβ1→2（Manβ1→2）nManα1→217 5.03 4.21 α1→3Manα1→2
18 5.01 4.37 Manβ1→2Manβ1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2
19 4.91 4.40 Manβ1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2 20（−0.01/−0.02）
20 4.90 4.38 Manβ1→2（Manβ1→2）nManβ1→2Manβ1→2Manα1→221 4.93 4.14 Manβ1→2Manβ1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2
22 4.91 4.14 Manβ1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2 18（＋0.10/＋0.23）
23 4.85 4.26 Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2 24（−0.01/−0.02）
24 4.84 4.24 Manβ1→2（Manβ1→2）nManβ1→2Manα1→225 4.84 4.15 Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2 19（＋0.07/＋0.25） 20（＋0.06/＋0.23）
26 4.78 4.04 Manβ1→2Manα1→2 23（＋0.07/＋0.22） 24（＋0.06/＋0.20）
a 4.83 4.07 Manβ1→2Manα1→phosphate d（＋0.08/＋0.23） c（＋0.06/＋0.21）
b 4.85 4.17 Manβ1→2Manβ1→2Manα1→phosphate e（＋0.08/＋0.24）
c 4.89 4.28 Manβ1→2（Manβ1→2）nManβ1→2Manα1→phosphated 4.91 4.30 Manβ1→2Manβ1→2Manα1→phosphate
e 4.93 4.41 Manβ1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→phosphate e（−0.02/−0.01）
f 4.93 4.16 Manβ1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→phosphate
a）Chemical shifts are for mannose residues in bold. n＞0
1,2 結合マンノースにさらにマンノースがα-1,2 結
合で結合した場合，実線の矢印で示すようにその
クロスピークはクロスピーク 10 からクロスピーク
4 へとシフトすることを示している．このシフトは
ベクトルの長さと角度で表すことができるが，非
還元末端のα-1,3 結合マンノースにさらにマンノー
スがα-1,2 結合で結合した場合は，クロスピーク 7
からクロスピーク 3 へとシフトするが，ベクトル
の始点が変わり平衡移動しただけで長さと角度は
同じである．一方，非還元末端のα-1,2 結合マン
ノースにさらにマンノースがβ-1,2 結合で結合した場
合，そのクロスピークは破線の矢印で示すようにク
ロスピーク 10 からクロスピーク 15 へとシフトする
こと，非還元末端α-1,3 結合マンノースにさらにマン
ノースがβ-1,2 結合で結合した場合は，クロスピーク
7 からクロスピーク 13 へとシフトすることが明らか
となった．この加成則は，一見不規則に現れるβ-1,2
結合マンノオリゴ糖のクロスピークにも適用できる
ものであった．27）これらのクロスピークの解析によ
り多糖をフラグメント化することなく構造に関する
情報を得ることができるようになった．
分岐側鎖の解析
これまで C. albicans マンナンの側鎖はα-1,2 結
合，α-1,3 結合，およびβ-1,2 結合マンノースからな
る直鎖構造と考えられていた．真菌多糖に分岐す
るマンノオリゴ糖鎖の存在することは，最初に
Zhang および ballou 33）によって Saccharomyces
kluyveri のマンナンタンパク質の O-結合糖鎖中に
見いだされた．そこで我々はこの真菌の多糖部分
について温和な条件でアセトリシスを行い，得ら
れたオリゴ糖のメチル化 GC-MS 分析および 1h
NMR 解析を行いマンナンの側鎖にも O-結合型糖
鎖に存在するものと同様の 3,6 分岐を持つマンノオ
リゴ糖側鎖の存在することを明らかにした．34）1h
NMR シグナルの帰属の結果，予想外にこの 3,6 分
岐マンノースに隣接するα-1,2 結合マンノースのシ
グナルが 5.27 ppm から 5.22 ppm へと約 0.05 ppm
高磁場シフトしていた．この特徴的なシグナルを
利用してマンナン抗原の側鎖の分岐を検出するこ
ができる．各種の Candida マンナンについて 1h
NMR シグナルを解析した結果，C. albicans 血清型
b のマンナンは 5.22 ppm 付近にシグナルが現れて
いた．そこでこの多糖構造の再解析を行った結果，
Fig. 8 に示すように 3,6-分岐を持つオリゴ糖側鎖の
多く存在する構造であることが明らかとなった．35）
C. stellatoidea についても側鎖に同様の分岐の存在
することが明らかとなった．36）C. albicans の N-結
合するマンナン部分に分岐側鎖の存在する可能性
は，多糖のメチル化分析の結果から示唆されてい
た．37）しかし，一般に用いられるアセトリシス条
件でフラグメント化すると，側鎖に分岐で存在す
るα-1,6 結合マンノースが切断されてしまい，分岐
構造を保った側鎖オリゴ糖を得ることができず，
その存在は実証されていなかった．
マンノース転移酵素の基質特異性
我々は Candida 菌体をガラスビーズを用いて破
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Fig. 8.  Structure of the Cell Wall Mannan of C. albicans Serotype b
this mannan contains the 3,6-branched mannose residues at the side-chains. theβ-1,2-linked mannose residues are present only at the
phosphodiesterified oligosaccharide moiety.
砕することによりミクロソーム画分を調製し，ゴ
ルジ体に存在する Candida マンナンの生合成に関
与するマンノース転移酵素の基質特異性解析を
行った．β-1,2-マンノース転移酵素検出のための基
質は各種のマンナンのフラグメント化により得た
マンノオリゴ糖を用いてピリジルアミノ（Pa）化
体を調製し，酵素反応の検出は蛍光検出器付き高
速液体クロマトグラフィーにより行った．最初に
二糖から四糖までのα-1,2 結合マンノオリゴ糖の
Pa 誘導体を用いて，このオリゴ糖に 1 残基目のβ-
1,2 結合マンノースを導入するβ-1,2-マンノース転移
酵素Ⅰの活性の検出を試みたが，血清型 a，b 共
に活性は検出できなかった．しかし，β-1,2 結合マ
ンノースを非還元末端に 1 残基含むマンノオリゴ糖
の Pa 誘導体を基質とすることで，2 残基目のβ-1,2
結合マンノースを導入するβ-1,2-マンノース転移酵
素Ⅱの活性を検出することができた（table 2）．38）
非還元末端にβ-1,2 結合マンノースを持つ構造は血
清型 a の特異構造であるが，この構造を持たない
C. albicans 血清型 b および C. stellatoidea でも活性
が検出された．血清型 a と b を分ける key enzyme
であるβ-1,2 マンノース転移酵素Ⅰは血清型 a にの
み存在すると考えられるが，この結果は，β-1,2 マ
ンノース転移酵素Ⅱは両血清型菌株に存在している
ことを示唆している．
C. albicans ではβ-1,2 マンノース転移酵素Ⅰの活
性を検出できなかった．これはこの酵素の基質の
認識の仕方が関係していると考えられる．β-1,2 結
合マンノースをマンナンの側鎖に含む真菌は何種
類も存在するが，これらの化学構造解析の結果か
らその結合位置は菌種によって異なることが明ら
かとなっている．Fig. 9 に示すように，C. albicans
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table 2. Substrate Speciﬁcity of the Mannosyltransferase activity in the Enzyme Fraction from Candida spp.
Substrate（5 mM） Mannose incorporated（nmol/mg protein/h）
β-1,2-Mannosyltransferase
C. albicans C. albicans C. stellatoidea
serotype a serotype b
Manβ1-2Man-Pa 0 - a） -
Manβ1-2Manβ1-2Man-Pa 0 - -
Manβ1-2Manα1-2Man-Pa 20 - -
Manβ1-2Manβ1-2Manβ1-2Man-Pa 0 - -
Manα1-2Manα1-2Manα1-2Man-Pa 0 - -
Manβ1-2Manα1-2Manα1-2Manα1-2Man-Pa 29 56 35
Manβ1-2Manα1-3Manα1-2Manα1-2Man-Pa 29 - -
Manβ1-2Manβ1-2Manα1-2Manα1-2Manα1-2Man-Pa 0 - -
C. guilliermondii
β-1,2-Mannosyltransferase b）α-1,6-Mannosyltransferase b)
Manα1-3Manα1-2Man-Pa 13 149
Manα1-2Manα1-2Manα1-2Man-Pa 0 0
Manα1-3Manα1-2Manα1-2Man-Pa 1 41
Manα1-3Manα1-2Man-Pa 52 -
│6
Manα1
Manα1-3Manα1-2Manα1-2Manα1-2Man-Pa 1 49
Manα1-3Manα1-3Manα1-2Manα1-2Man-Pa 6 97
Manα1-3Manα1-2Manα1-2Man-Pa 52 -
│6
Manα1
Manα1-3Manα1-2Manα1-2Manα1-2Man-Pa 60 -
│6
Manα1
Manα1-3Manα1-3Manα1-2Manα1-2Man-Pa 48 -
│6
Manα1
a）Not determined.b）theβ-1,2-mannosyltransferase andα-1,6-mannosyltransferase activities were calculated from the amount of anα-mannosidase resistantand susceptible enzyme reaction products, respectively.
ではα-1,6 結合からなる主鎖を含めて 4 残基までα-
1,2 結合マンノースが伸長した側鎖にのみ β-1,2 結
合マンノースが結合しており，それより短い側鎖
には全くβ-1,2 結合マンノースは結合してない．C.
lusitaniae の場合，主鎖を含めて 3 残基までα-1,2 結
合マンノースが伸長した側鎖にのみβ-1,2 結合マン
ノースが結合している．31）さらに，Citeromyces
matritensis では主鎖に 1 残基α-1,2 結合マンノース
が伸長した側鎖にのみβ-1,2 結合マンノースが結合
している．39）これらの結果からα-1,2 結合マンノー
ス側鎖に 1 残基目のβ-1,2 結合マンノースを導入す
るβ-1,2-マンノース転移酵素Ⅰは，基質であるα-1,2
結合マンノオリゴ糖側鎖の長さを主鎖のα-1,6 結合
マンノースも含めて認識していることを示唆して
いる．一方，C. guilliermondii マンナンの場合，側
鎖のα-1,3 結合マンノースに β-1,2 結合マンノース
が結合している．29）この菌のβ-1,2-マンノース転移
酵素の基質特異性を調べた結果，table 2 に示すよ
うに非還元末端にα-1,3 結合マンノースを持ってい
ても直鎖のオリゴ糖とは反応せず，3,6-分岐の存在
するマンノオリゴ糖のみを基質とすることが明らか
となった．40）さらに側鎖の分岐形成に関与するα-
1,6-マンノース転移酵素は末端にα-1,3 結合マンノー
スの存在を必要とすることが分かった．41）従って，
これらの酵素の場合は糖鎖の長さではなく非還元末
端構造を基質として認識することが明らかになっ
た．これらの酵素の基質特異性を利用することによ
り，これまで自然界からは見いだされていない構造
のマンノオリゴ糖や多糖を酵素合成することができ
た．酵素合成で得られるオリゴ糖は異性体を含まな
いため，新たな酵素反応の基質として，さらに構造
解析用標準品として利用することができる．27,40）
C. albicans のゲノムプロジェクトは 2003 年に完
了し，そのデータベースが公開されているが，こ
のβ-1,2 マンノース転移酵素の遺伝子はしばらく不
明のままであった．しかし，最近 Mille ら 42）は
Pichia pastoris マンナン中にβ-1,2 結合マンノース
が存在していることを利用し，この遺伝子の中に
S. cerevisiae のマンノース転移酵素 Mnn4p の C 末
端に存在するリシン−グルタミン酸を多く含む特
徴的な繰り返し配列（KKKKEEEE）を基にプロー
ブを作成し新規遺伝子を検出し，その中に 4 種類
のβ-1,2-マンノース転移酵素遺伝子の存在を確認し
た．さらにこの遺伝子を基に bLaSt 解析を行い，
C. albicans に 9 種類のホモログ遺伝子の存在する
ことを明らかにした．彼らはその中の 4 種類
（Cabmt1p-Cabmt4p）の欠損株を作成し，その表
現型の違いから C. albicans マンナン生合成におけ
るこれらの酵素の作用部位を明らかにしている．43）
ホスホリポマンナン
Poulain のグループ 44−46）は，β-1,2 結合マンノー
スの連続するオリゴ糖鎖が C. albicans 菌体表層の
糖脂質であるホスホリポマンナンと呼ばれる分子
にも存在することを明らかにした．ibata-Ombetta
ら 47）は C. albicans がマクロファージに取り込まれ
たときホスホリポマンナンが ERK1/2 を抑制し，
bad のリン酸化を抑制することによりマクロ
ファージのアポトーシスを引き起こし，C. albicans
の殺菌に抵抗性を示す働きのあることを報告して
いる．また，Jouault ら 48）はこのホスホリポマンナ
ンが J774 細胞の toll-like receptor 2 を介して NF-
κb を活性化することにより tNF-αの産生を誘導
することを示している.
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Fig. 9.  hypothetical Substrates of theβ-1,2-Mannosyltransferase-i of three Candida Species.
糖タンパク質型酵素
真菌は細胞壁最外層に存在するマンナンタンパ
ク質以外にも糖タンパク質型酵素の存在すること
が知られている．インベルターゼ，N-アセチルグ
ルコサミニダーゼ，酸性ホスファターゼ，キチ
ナーゼ，カルボキシペプチダーゼ Y，トレハラー
ゼなどがマンナンタンパク質もしくは糖タンパク
質型酵素である．さらにゴルジ体に存在するβ-1,6-
グルカン合成酵素も糖タンパク質型酵素であると
報告されている．49）その他にも真菌の多数の酵素
が糖タンパク質型と考えられる．従って，小胞体
やゴルジ体で糖鎖生合成に関与する酵素の変異・
欠損は細胞壁だけでなく細胞の機能そのものにも
大きな影響を与える場合がある．実際，新たな
GdP-マンノースの生成に必要なゴルジ GdPase を
コードする遺伝子（Gda1）を欠損させると糖タン
パク質の O-結合型糖鎖の減少だけでなく，細胞壁
キチン含量の増加やβ-1,3-グルカナーゼ感受性の増
加，菌糸形成誘導の部分的な低下などの影響が現
れる．50）β-1,6-グルカン合成に間接的に関与すると
考えられる遺伝子（KRE5）の欠損株では代償的に
キチンやβ-1,3-グルカンが増加し，細胞壁の構築が
変化するのに伴って菌糸形成能および病原性が低
下することも明らかになっている．51）我々は，小
胞体のグルコース転移酵素である alg6p をコード
する遺伝子の欠損株（Δalg6）について性質の解析
を行った結果，細胞壁にストレスを与える各種の
薬剤に対する感受性が上昇することを明らかにし
ている．β-1,6-グルカンはその他の細胞壁成分であ
るβ-1,3-グルカン，キチン，マンナンタンパク質と
結合してこれらをつなぎ留め，緻密な細胞壁を形
成するのに関与していると考えられているため，52）
糖鎖修飾不全はこれらの糖タンパク質型酵素の活
性低下を引き起こし，細胞壁の構築が脆くなるこ
とから病原性の低下，抗真菌薬感受性の増大へと
つながる可能性が考えられる．
Candida感染におけるα-およびβ-マンノース鎖の関与
多くの病原菌にとって動物細胞への接着は病原
性発現の最初のステップである．Miyakawa ら 53）
および Kanbe ら 54−56）は Candida 属菌のα-結合マ
ンノース側鎖が細胞接着に関与していることを報
告している．一方，Fradin ら 57,58）はβ-1,2 結合マン
ノースが Galectin-3 を介してマクロファージへの接
着に関与していると報告している．dalle ら 59）も
α-1,2 結合マンノース残基とβ-1,2 結合マンノース残
基の両者が Candida 菌のヒト小腸細胞への接着に
関与していることを，合成オリゴ糖を用いた接着
阻止試験で明らかにしている．さらに dromer ら 60）
は化学合成β-1,2 結合マンノオリゴ糖をマウスにあ
らかじめ投与することで C. albicans の径口投与に
よる小腸での感染病巣形成を阻止できることを示
している．han ら 61,62）はβ-1,2 結合マンノオリゴ糖
鎖に対するモノクローナル抗体を，カンジダ症の
マウスモデルに投与することにより Candida 感染
抵抗性を誘導する効果のあること，Lee ら 63）は
fluconazole とこのモノクローナル抗体を併用する
ことにより，マウスモデルでその治療効果を著し
く増強させることができることを報告している．
プロテイン O-マンノース転移酵素（Pmtp）は，
マンナンタンパク質のセリンもしくはスレオニン
の水酸基にマンノースを転移して O-結合型糖鎖を
合成する際に関与する酵素であるが，Ernst らのグ
ループ 64−66）はこの遺伝子欠損株の性質から，この
O-結合型糖鎖が形態変化，接着性，抗真菌薬に対
する耐性，バイオフィルム形成などに関与してい
ることを示している．buurman ら 67）は O-結合型
糖鎖の伸長に関与するα-1,2-マンノース転移酵素を
コードする遺伝子（MNt1）欠損株の性質から，
この糖鎖が Candida 菌体の接着や病原性発現に重
要であることを示している．Mille ら 68）はホスホ
リポマンナンの合成に関与する GdP-mannose:
inositol-phospho-ceramide mannose transferase を
コードする遺伝子（Mit1）を欠損させることによ
りホスホリポマンナンのβ-マンノシル化を阻害する
と，マウスに対する病原性が低下することを報告し
ている．これらの結果は細胞壁マンナンのα-結合マ
ンノース鎖，β-結合マンノース鎖，さらにホスホリ
ポマンナンのβ-結合マンノース鎖が細胞への接着お
よび病原性に関与していることを示している．
糖鎖構造の変化
C. albicans の病原性因子として，加水分解酵素
の産生，酵母型増殖と菌糸型増殖を切り替えるこ
とのできる二形成と呼ばれる性質，環境に合わせ
た表現形の変化能力，細胞や生体成分への接着性，
生体防御系の調節作用などがあり，これらが総合
的に働いて生体内で増殖が進行すると考えられて
いる．菌種の同定を目的として形態観察および抗
原解析を行う場合の標準培養条件から，培地成分，
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温度，ph などを変化させると，増殖速度だけでな
くその形態や抗原性も大きく変化する場合のある
ことが明らかになった．Candida 属菌は標準培養条
件では酵母の形態で増殖するが，培地に N-アセチ
ルグルコサミンや血清を加えると菌糸形増殖に変
化し，それに伴ってβ-1,2 結合マンノースが減少す
るなどマンナン側鎖の構造が変化する．24,27）また，
培地の ph を酸性 69）にしたり増殖温度を 28℃から
37℃70）に上昇させると，マンナン中のβ-1,2 結合マ
ンノースが消失ないしは大きく減少することが明
らかとなった．これは生体内という環境での
Candida 菌の性質を知る上で重要な知見である。
自然免疫系による認識
Fig. 10 は自然免疫に関与する受容体の模式図で
ある．樹状細胞，マクロファージなどに発現して
いる dectin-1 はβ-1,3-グルカン結合性レクチンであ
るが，多くの真菌が共通して持っているこの多糖
と結合することにより，異物認識のシグナルが細
胞内に伝達され，細胞の活性化による活性酸素，
アラキドン酸代謝産物，サイトカイン類の産生誘
導の起きることが報告されている．71）dectin-1 は
C. albicans の酵母型菌体をある程度認識するが菌
糸型菌体は認識しない．72）しかし，β-1,3 グルカン
層の外側を厚いマンナンタンパク質層が覆ってい
るため dectin-1 は Candida 属菌の認識に重要では
ないようである．一方，かつては原虫として扱わ
れていたが現在は真菌に分類されているカリニ肺
炎の原因菌である Pneumocystis jirovecii はβ-1,3-グ
ルカンが菌体表層に露出しており，dectin-1 と結
合することで自然免疫系が活性化される．73）一方，
dectin-2 はα-マンノース結合性レクチン活性を示
すことが明らかにされ，74,75）樹状細胞の Candida
菌との相互作用が解析されている．C. albicans の
α-結合マンナンを樹状細胞に作用させるとサイト
カイン産生が誘導され，th17 細胞の分化誘導が起
きるが，dectin-2 欠損マウスの樹状細胞に対して
はこの作用を示さないこと，さらにβ-1,2 結合マン
ノース鎖は dectin-2 による Candida 菌の認識に関
与しないことが明らかにされている．76）樹状細胞
で見いだされた dendritic-cell-specific intercellular
adhesion molecule-3（iCaM-3）-grabbing non-
integrin（dC-SiGN）もマンノース結合性レクチン
活性を持つことが報告されており，Candida 菌と宿
主との相互作用に関与していることが明らかに
なってきた．77）dC-SiGN は S. cerevisiae マンナン
には存在せず C. albicans マンナンに存在する 3,6-分
岐マンノオリゴ糖と結合するドッキングモデルが
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Fig. 10.  Pattern Recognition Receptors Sensing C. albicans
the C. albicans mannan induces interleukin-1β（iL-1β）and iL-23 secretion in a dectin-2-dependent manner and induces th17 cell
differentiation. iL-17a from th17 cells recruits neutrophils to the inflammatory sites.
解析されている．78）自然免疫における重要な分子
である toll-like receptor（tLR）も真菌の認識に関
与しており，tLR2 および tLR4 はそれぞれ，ホ
スホリポマンナンおよびマンナンを認識して結合
することにより各種サイトカインの産生を誘導し，
感染防御のための炎症反応を引き起こすことが知
られている．79）最近，macrophage-inducible C-
type lectin（Mincle）が Candida 菌体と結合するこ
とも明らかになっている．80,81）ガラクトフラノース
結合性を示すレクチンとしては intelectin 82）の存在
が報告されているが，真菌の中には a. fumigatus，83）
t. rubrum，84）Malassezia furfur，85）Fonsecaea
pedrosoi 86）などガラクトフラノースを含む細胞壁
多糖を持つものも多く存在しており，intelectin と
これら菌体との相互作用や自然免疫系への関与な
どの解明もこれからの課題である．
おわりに
医療技術の高度化は免疫力の低下した患者を増
加させ，それとともに深在性真菌症患者も増加す
る傾向にある．抗真菌薬の標的分子としては動物
細胞に存在しない細胞膜成分であるエルゴステ
ロールの合成酵素，細胞壁成分であるβ-1,3-グルカ
ンの合成酵素などに対するものが実用化されてい
る．しかし，自然耐性を示す菌の存在や耐性菌の
出現等により，作用機序の異なる新たな抗真菌薬
の開発が待たれている．今後，自然免疫系活性化
の詳細な機構の解明，Candida 菌の遺伝子欠損株を
利用した病原性に関与する分子の解明等から，新
規抗真菌薬開発のターゲット分子の発見もしくは
新たな治療法の開発につながることが期待される．
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